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Objectives. The aim of this study was to assess the influence of storage methods on the enamel specimen.
Methods. Each enamel specimen (3 mm in diameter) from bovine anterior teeth was stored in 5 mL of 6 kinds of media which 
were saline, distilled water, thymol solution (0.1%), Hank's balanced salts solution (HBSS), ethanol (70%) and frozen at −20oC 
for 25 and 125 days. In order to evaluate effects of each storage method, surface micro hardness (VHN) of enamel surface was 
measured before and after storage of specimens. Also, confocal laser scanning microscope (CLSM) and polarized light microscope 
(PLM) were used to observe the sagittal section of the enamel specimen.
Results. After storage for 25 days in the saline, distilled water, 0.1% thymol solution and HBSS media, the micro hardness of 
the enamel surface have decreased significantly (p＜0.01). In contrast, storing teeth in 70% ethanol and freezing at −20oC did 
not have significant difference in the micro hardness before and after storage. After storage for 125 days, only freezing at −20oC 
showed no storage effect to the enamel surface.
Conclusions. It was concluded that 70% ethanol and freezing at −20oC with no surface contact of water could be proper methods 
for storage of teeth in micro hardness study. So, we recommend that extracted teeth and tooth specimens should be shortly stored 
in the 70% ethanol for disinfection process, and then be stored with freezing temperature of −20oC with no surface contact of 
water.
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서론
  치아우식학 연구 분야에서는 불소와 같은 재광화 유
도 물질의 평가를 위해 발거된 사람 치아 및 소의 치아를 
이용하여 실험실 상에서 치아우식증을 재현한다. 이러
한 실험실 상에서의 치아의 탈회와 재광화를 평가하기 
위해서는 특별한 시편 준비가 필요하다1-4). 시편 제작을 
위해서는 발거된 사람 또는 동물의 치아를 수거한 뒤, 
실험을 위한 시편을 준비할 때까지 일정기간 동안 치아
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를 보관하게 된다. 이때 보관하는 방법은 각 문헌에 따라 
다양하게 나타나 있으며, 그러한 방법을 사용하는 근거
는 아직 정립되지 않았다5,6).
  치아 또는 시편을 보관하는 과정은 보관 직전의 물리
적 특성을 그대로 유지하거나 그것의 변화를 최소화하
여야 한다. 이를 위해서 발거된 치아는 소독 또는 멸균의 
과정을 거치기도 하고 체내 환경과 비슷한 환경에서 보
관된다. 지금까지 알려진 보관 방법 중에 소독 및 멸균을 
주된 목적으로 하는 보관 방법에는 autoclave, ethylene 
oxide, 감마 방사선, NaOCl, 0.01∼0.1% cholramine, 70% 
ethanol, 10% formalin, 0.05% to 0.1% thymol 등이 있으며 
세균 및 치아조직의 활성을 감소시키기 위해 냉동 보관
하기도 한다. 또한 체내와 비슷한 환경에서 보관하기 위
해 사용하는 방법에는 생리식염수, Hank's balanced salts 
solution (HBSS), 인공타액 등이 있으며, 실험실 상에서 
편의를 위해 수돗물, 증류수에 보관하거나 상온에서 밀
폐된 상태로 보관하기도 한다7,8). 
  이러한 보관 방법의 특성, 보관용액의 화학적 특성, 
pH, 보관 기간 등에 따라 치아는 용해되거나 탈회 또는 
재광화될 수 있기 때문에, 많은 연구자들이 치아에 대한 
보관방법의 영향을 연구하였다7). 하지만 보관 방법이 상
아질의 투과도 및 결합강도에 미치는 영향을 평가한 논
문이 대부분이며, 치아의 재광화 연구에서 주로 사용하
는 법랑질에 미치는 영향에 대해 평가한 논문은 많지 않
다. Habelitz 등9)은 치아보관용액이 법랑질과 상아질에 
미치는 영향을 평가하기 위해 deionized water, CaCl2 
buffered saline solution, HBSS에 0, 1, 7, 14일 동안 보관하
면서 Atomic force microscopy based nano-indentation을 평
가하였지만, 치아보관기간이 짧고, 오직 3가지의 보관용
액 만을 비교했다는 한계가 있다. 또한, Francescut 등8)은 
4oC 하에서의 1% chloramine, 10% formalin, 0.02% thymol 
solution과 −20oC에서 발거된 치아를 2년 동안 보관하면
서 일정시간 간격으로 Diagnodent를 이용하여 치아의 변
화를 관찰하였다. 그러나 이 연구에 사용했던 장비는 미
생물의 부산물인 phophyrin에 대한 상대적인 반응 수치
였기 때문에 치아 표면에서 나타나는 미세한 광물질의 
변화를 파악할 수는 없었다.
  따라서 본 연구에서는 각종 치아보관방법과 기간이 
치아의 법랑질 표면에 미치는 영향을 알아보고자 하였
다. 이를 위해, 치아우식학 연구에서 주로 이용되는 다양
한 치아보관방법(식염수, 증류수, thymol, HBSS, ethanol, 
냉동)을 이용하여 우치 법랑질 시편을 125일 동안 보관
하였으며, 시편 표면에 미치는 영향을 미세경도와 편광
현미경, 공초점레이저주사현미경을 이용하여 평가하였
다. 따라서 본 연구의 최종 목적은 발거된 치아를 치아우
식 실험에서 이용할 때, 치아의 원래 성질에 영향을 가장 
덜 미치는 보관방법을 제안하는 것이다. 
연구대상 및 방법
1. 치아시편의 준비
  치아가 포함된 소의 상악을 수거한 후, 시편을 만들 때
까지 부패방지를 위해 냉동 보관하였다. 맹출된 우전치
의 치관 부위를 횡으로 절단한 후, 3 mm 내부 직경의 홀
이 있는 다이아몬드 드릴을 이용하여 치관의 협면으로
부터 직경 3 mm의 법랑질 시편을 얻었다. 그리고 난 후, 
아크릴릭 봉에 레진을 이용하여 법랑질 시편을 고정한 
후 미세연마지와 회전연마기를 이용하여 법랑질 표면을 
1,200 grit까지 편평하고 매끄럽게 연마하였다1). 3 mm 시
편을 채취하는 동안에는 증류수를 이용하였고 연마하는 
동안에는 수돗물을 이용하였다. 최종적으로 96개의 치
아 시편이 준비되었으며 각 군당 16개의 시편을 배분하
였다.
2. 치아시편의 보관
  본 연구에서 치아 시편의 보관을 위해서 치아우식학 
연구분야에서 주로 사용되는 6가지 방법을 선정하였다
(Table 1). 이 중 5가지 방법은 보관용액에 침적 후, 4oC에
서 냉장 보관하는 방법이었으며, 나머지 1가지 방법은 
시편 그대로 −20oC에서 냉동 보관하는 방법이었다. 각
각의 보관 방법에 따라 16개의 치아시편을 보관하였으
며, 보관용액 80 mL에 16개의 시편을 동시에 침적하였
다. 각 보관 방법에서 처음 25일 동안 보관한 후, 시편을 
꺼내어 표면미세경도를 변화를 관찰하였으며, 이 시편
들을 원래 보관 용액이 아닌 새로운 보관용액 80 mL에 
100일 동안 보관하였다. 따라서, 각 군의 시편들은 최종
적으로 125일 동안 보관되었다. 
3. 시편의 변화 평가
  보관 방법에 따른 시편의 변화를 관찰하기 위하여, 표
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Table 1. Storage method used in this study
Groups Storage methods pH Temperature
Saline 0.9% NaCl solution, CLEAN-2Ⓡ, Choongwae Pharma corp., South Korea 5.7 4oC
Distilled water Milli QⓇ, Millipore Co., USA 5.7 4oC
0.1% thymol Thymol, minimum 99.5% (C10H14O), Sigma-aldrichⓇ, SIGMA-ALDRICH Inc., USA 7.1 4oC
HBSS Hank's balanced salt solution with NaHCO3, SigmaⓇ, SIGMA-ALDRICH 7.5 4oC
 COMPANY, UK
70% ethanol Ethanol, absolute, 200 proof, 99.5% (C2H6O), Sigma-aldrichⓇ, 7.6 4oC
 SIGMA-ALDRICH Inc., USA
Frozen Refrigerator & freezer (SR-4384), Samsung Co., Korea −20oC
Table 2. Vickers hardnes number (VHN) values of each storage method (N=96)
  Groups N Baseline
After 25 days After 125 days
p-value*
VHN Delta % VHN Delta %
Saline 16 309.1±26.2 198.7±31.8a 35.7  81.3±18.6A 73.7 0.000
HBSS 16 312.3±22.3 273.0±31.7c 12.6  98.7±63.9AB 68.4 0.000
Distilled water 16 313.6±22.8 221.2±26.1b 29.5 110.9±24.2BC 64.6 0.000
Thymol 16 307.1±29.6 216.3±28.1ab 29.6 128.1±24.3C 58.3 0.000
Ethanol 16 310.6±24.3 307.5±21.5d 1.0 275.4±20.3D 11.3 0.000
Frozen 16 304.4±35.5 312.5±38.8d −2.7 298.0±35.9D 2.1 0.012
ABCD, abcdThe same character indicates no significant different at α=0.05 by one way ANOVA with Duncan's post hoc test
delta %: decreasing rate of VHN for baseline.
*one way repeated measure ANOVA.
면미세경도기(Microhardness tester, MMT-3, JT Toshi Inc., 
Japan)와 공초점레이저주사현미경(Confocal laser scann-
ing microscopy, CLSM, LSM 510 ver. 3, Carl Zeiss, Ger-
many), 편광현미경(Polarized light microscopy, PLM, 
BX50F-3, Olympus, Japan)을 이용하였다. 법랑질 표면의 
비커스 미세경도(Vickers hardness number, VHN)는 보관 
직전, 25일 보관 후, 그리고 125일 보관 후에 각각 측정되
었다. 시편 중앙에 대해서 상, 하, 좌, 우 4부위의 경도를 
측정한 후, 평균값을 시편의 대표 경도값으로 처리하였
다.
  CLSM과 PLM 관찰을 위해 125일 동안 보관한 시편 중 
하나를 선택하여 시편을 수직으로 얇게 절단한 후, 연마
지를 이용하여 약 100μm의 두께로 제작하였다. 우선 
PLM을 이용하여 관찰한 후, 동일한 시편을 0.1% 
Rodamine B 용액을 이용하여 1시간 동안 염색한 후 
CLSM을 이용하여 관찰하였다.
4. 데이터 분석
  각 보관 방법에 따른 각 보관 기간에서의 시편의 미세
경도의 변화 차이를 평가하기 위하여 분산분석(ANOVA)
을 시행하였으며, 보관 기간에 따른 차이를 평가하기 위
하여 단일요인 반복측정 분산분석(one-way repeated 
measure ANOVA)을 시행하였다. 모든 통계분석은 SPSS 
통계 패키지 프로그램(SPSS ver. 12.0, SPSS Inc., USA)을 
이용하였다.
연구성적
  각 군에서의 초기 미세경도인 평균 VHN은 304.4에서 
313.6 사이에 분포하였으며 각 군에서의 통계적인 차이
는 없었다.
  각 보관 방법에서 일정기간 동안 보관 후의 치아표면 
미세경도의 측정값과 초기경도 대비 변화율은 Table 2와 
같았다. 초기경도, 25일, 125일 보관 후 경도의 변화량을 
일요인 반복측정 분산분석을 이용하여 보관기간에 따른 
경도의 변화량을 분석한 결과 모든 보관방법에서 통계
적으로 유의한 경도의 차이를 나타내었으며, 보관 기간
이 증가함에 따라 치아의 물리적 성질은 변화하였다. 
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Fig. 1. Images of PLM (×40, ×100) & CLSM (×200) of slice sections of tooth specimen which was stored during 125 days (The
white arrow means demineralized area of enamel).
  각 보관 방법에서의 차이를 분석한 결과, 25일 동안 보
관 후에 가장 큰 미세경도의 변화를 보인 것은 식염수였
으며, 그 다음으로 thymol, 증류수, HBSS가 그 뒤를 따랐
으며, 초기경도 대비 감소율은 각각 35.7%, 29.6%, 29.5%, 
12.6%로 나타났다. 반면에 ethanol과 −20oC에서 보관한 
경우에는 미세경도의 감소율은 1.0%, −2.7%로 나타났으
며 두 군 간의 통계적인 차이는 없었다. 
  각 보관 방법에서 25일 동안 보관된 시편에 대해 경도
를 평가한 후, 새로운 보관용액에 100일 동안 추가로 보
관한 뒤 미세경도를 재평가한 결과 모든 보관방법에서 
미세경도는 더욱 감소하였다. 특히 초기 경도 대비 감소
율은 식염수, HBSS, 증류수, thymol에서 각각 73.7%, 
68.4%, 64.6%, 58.3%로 급격히 증가하였다. 특히, 25일 보
관 동안에는 경도의 변화를 나타내지 않았던 ethanol에
서 조차도 11.3%의 감소율을 나타냈다. 하지만 −20oC에
서 보관한 경우에는 초기 경도 대비 감소율은 2.1%로 가
장 작게 나타났다. 이들 시편 중 일부 시편의 수직단면을 
CLSM과 PLM을 이용하여 관찰한 결과, 경도가 많이 감
소한 식염수, HBSS, 증류수, thymol 보관 집단과 경도의 
변화가 적었던 ethanol, −20oC 냉동 보관 집단과 탈회된 
깊이의 차이가 존재함을 확인할 수 있었다(Fig. 1).
고안
  발거된 치아의 보관방법을 선택할 때 우선 고려해야 
할 점은 발거 전의 구강 내 치아의 상태를 그대로 유지할 
수 있는 환경인지 여부이다. 지금까지 제안된 보관방법
은 주로 치아의 멸균 및 고정, 습윤 조건 등의 이유로 특
정 용액 속에 보관하는 것이었다. 하지만, 용액 보관시 
치아와 주변 용액과의 무기질 이온 교환으로 인해 치아
가 탈회될 수 있기 때문에, 치아를 장기간 보관할 때에는 
보관방법에 의한 치아의 변화에 특히 주의하여야 한다. 
또한 실험과정 중간에도 치아 시편을 보관하게 되는데, 
이때에도 표면의 물성은 보관방법과 기간에 따라 변할 
수 있다.
  치아보관 방법에 있어 수분과 무기질 이온의 역할은 
매우 중요한 것으로 알려져 있다. 탈수(dehydration)는 상
아질의 brittleness와 toughness를 감소시키고 인장 및 압
축 강도를 증가시킬 뿐만 아니라 백악질의 경도와 탄성
계수(elastic modulus)를 변화시킨다10). 탈이온수 또한 법
랑질과 상아질의 탄성계수와 경도를 보관 1일 만에 각각 
20%와 30%를 감소시키며 1주일 후에는 50%까지 감소시
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킨다9). 또한 보관용액 속의 특정 성분 역시 치아의 물리
적 성질을 변화시킬 수 있다. 10% 포르말린 용액에 2주 
동안 보관한 후의 우식치아의 형광 정도는 thymol saline
보다 1.5배 증가하는 것으로 알려져 있으며11), saline과 
NaOCl에 24시간 동안 보관한 후의 우식치아의 형광 정
도는 각각 77, 20% 감소시킨다고 알려져 있다8). 
  치아보관방법이 법랑질, 상아질, 백악질의 물성에 미
치는 영향을 평가한 연구는 다양하게 보고된 바 있다. 
그러한 연구들에서 사용된 보관방법으로는 다양한 농도
의 Miltons (NaOCl), ethanol, formalin, thymol, chloraime 
solution과 HBSS, saline, deionized water, distilled water, tap 
water, 그리고 건조, 냉동(−20oC) 보관 등이었으며, 보관 
전후의 치아의 변화를 평가하는 방법은 미세경도, 탄성
계수, 형광소실도, 상아질 투과도, 수복물과의 결합강도, 
미세누출 정도 등으로 연구에 따라 다양하게 나타났다5-14). 
각 연구에서 제안하는 치아보관방법은 연구의 목적과 
방법에 따라 상이하게 나타나기 때문에, 아직까지 가장 
추천되는 보관방법은 없다.
  치아는 구강 내에서 타액과 항상 접하고 있기 때문에 
발거된 치아도 수분 유지를 위해 용액 속에 보관하는 것
이 일반적으로 추천된다15). 하지만 치아의 구성성분인 
수산화인회석은 용액과 만났을 때, 칼슘, 인산, 수산화 
이온으로 용해되는 성질이 있기 때문에 보관 동안에 치
아의 탈회가 진행될 수 있다16,17). 본 연구에 사용된 보관
방법 중 5가지 방법은 용액에 보관하는 것이었으며, 25
일과 125일 후에 경도를 측정한 결과 모든 용액에서 경
도가 감소하였다. 이것은 수분과 치아가 접촉하였을 때, 
수분에 의해서 수산화인회석 결정이 용해, 확산된 결과
이며, 현미경 관찰 결과 치아 표면 하방으로부터의 미네
랄 소실이 관찰되었다. 
  하지만 70% ethanol의 경우에는 초기 25일 보관 후까지
는 경도의 유의한 변화가 나타나지 않았는데, 이것은 
ethanol의 소독(disinfection), 고정(fixation), 탈수(dehydra-
tion) 성질에 의해 법랑질 표면의 유기물이 안정되어 치
아의 무기질 교환이 적었기 때문으로 사료된다18). 보관
기간이 증가함에 따라 경도는 더 감소하였지만 다른 보
관용액에 비해 그 감소정도는 현저하게 작았다. 이것은 
용액 속의 무기질 이온의 포화도, 용액의 pH, 주요 구성
성분의 작용 등 여러 가지 원인이 복합적으로 작용한 것
으로 사료되며, ethanol이 보관용액으로 적절하다는 선
행연구7)의 결과와 크게 차이가 나지 않는다. 따라서 보
관용액 중 ethanol이 치아의 법랑질 변화에 가장 덜 민감
하며, 세균의 소독 기능을 함께 가지고 있기 때문에 치아 
발거 후 주변조직 소독과 초기 보관에 적합한 것으로 사
료된다. 
  또한, 수분과 접촉하지 않은 상태에서 냉동 보관된 법
랑질의 경우에는 단기간, 장기간 보관 후에도 경도의 유
의한 변화가 관찰되지 않았다. 본 결과는 −20oC가 치아
보관방법으로 적합하다고 보고한 선행 연구 결과8)를 뒷
받침한다. 냉동 보관은 수분의 접촉이 없기 때문에 치아
의 무기질 이온의 교환 가능성이 없으며, 냉동 보관으로 
인해 치아 구조가 안정화되었고 외부의 활성 물질과의 
접촉이 차단되었기 때문으로 사료된다. 일반적으로 
−20oC는 특정 미생물의 배양을 보존하기 위해서 실험
실에서 주로 사용하며, 정균(bacteriostatic) 효과가 있는 
것으로 알려져 있다19).
  각 보관방법에서 125일 동안 보관된 치아 중 임의의 
시편을 선정하여 약 100μm 이하의 두께의 수직절단 시
편을 만든 후, 편광현미경과 CLSM을 이용하여 법랑질의 
탈회 깊이를 평가하였다. 경도가 가장 많이 감소한 HBSS
와 식염수에 보관된 시편은 탈회 깊이가 크게 나타났으
며, 경도의 변화가 가장 작은 70% ethanol, −20oC에 보관
된 시편은 탈회 정도가 매우 작거나 전혀 나타나지 않았
다. 따라서 보관방법은 시편의 표면 경도와 탈회깊이에 
영향을 끼침을 알 수 있다. 
  임상 또는 실험실 환경에서는 발거된 치아 보관을 위
해 편의적으로 식염수와 증류수를 사용하거나, 발거된 
치아의 소독과 고정 효과를 위해 thymol 용액에 보관하
는 경우가 많다. 하지만 이러한 용액에는 무기질 이온이 
전혀 존재하지 않기 때문에 치아의 무기질 소실을 초래
하여 치아의 무기질 함량을 변화시킬 수 있으므로 사용 
시 주의가 요구된다. HBSS은 세포의 생리적 삼투압과 유
사하게 조절한 용액으로 세포의 단기간 기능유지에 적
합하여, 치아 탈구 후 재이식 전까지의 임시보관 방법으
로 추천되지만, 무기질 이온이 전혀 존재하기 않기 때문
에 장기간의 치아보관에는 부적절하다고 사료된다.
  본 연구의 제한점은 발거된 치아 그대로의 상태에서
는 표면경도를 측정할 수 없기 때문에 법랑질을 레진에 
포매한 뒤 매끄럽게 연마한 시편을 실험에 사용하였다
는 점이다. 비록 법랑질 시편과 발거된 자연치아와의 물
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리적 특성의 차이가 존재할 수 있더라도, 편평하고 매끈
한 법랑질 시편은 법랑질의 미세경도를 측정하는 것을 
용이하게 하기 때문에 연구 디자인상 적절한 방법으로 
판단되었다. 본 연구에 사용된 보관 용액 중 saline, HBSS
은 시판되는 제품을 사용하였으며 70% ethanol, 0.1% 
thymol은 증류수를 용매로 하여 제조하였다. 이때 각 보
관 용액에 대하여 pH를 동일하게 맞추지 않았기 때문에 
치아의 탈회가 pH의 영향을 받았을 가능성이 있다. 하지
만 각 보관용액의 pH는 그 용액의 고유특성이며 각 용액
의 pH는 법랑질의 탈회가 시작되는 임계 pH인 5.5보다 
높았기 때문에 낮은 pH에 의한 탈회는 우려되지 않았다. 
또한 pH 조정 없이 사용하는 것이 일반적이기 때문에 본 
연구에서는 그대로 사용하였다.
  본 연구는 치아우식학 연구에서 주로 사용하는 치아
시편과 평가도구를 이용하여 6가지 보관방법에서 125일 
동안 장기적으로 평가하였기 때문에 이전 연구보다 치
아보관을 위한 실질적인 방법을 제공하였다고 사료된
다. 처음 25일 동안에는 70% ethanol과 냉동 보관이 치아
의 법랑질 표면에 미치는 영향이 없었으며, 125일 장기 
보관 동안에는 냉동 보관만이 치아의 법랑질 표면에 미
치는 영향이 없음을 확인하였다. 따라서 발거된 치아의 
세척과 소독 효과를 위해 70% ethanol에서 단기간동안 
보관하고, 이후 장기 보관을 위해서는 −20oC 하에서 냉
동 보관할 것을 권장한다.
결론
  본 연구에서는 치아의 법랑질 표면의 물성에 가장 적
은 영향을 미치는 치아보관 방법을 탐색하기 위해 치아
우식학 분야에서 주로 이용되는 대표적인 치아보관방법 
6가지를 선정하였으며, 표면미세경도, CLSM, PLM을 이
용하여 보관 전후의 법랑질 표면의 변화를 단기간과 장
기간으로 나누어 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었다.
  1. 각 보관방법에서 25일 동안 단기 보관한 뒤 법랑질 
표면의 변화를 관찰한 결과, 70% ethanol 용액과 −20oC 
하에서 냉동 보관한 방법만이 법랑질 표면의 미세경도
의 변화에 영향을 미치지 않았다.
  2. 각 보관방법에서 125일 동안 장기 보관한 뒤, 법랑
질 표면의 변화를 관찰한 결과, −20oC 하에서 냉동 보관
한 방법만이 법랑질 표면의 미세경도와 CLSM, PLM 상
에 나타난 표면깊이의 변화에 영향을 미치지 않았다.
  3. 식염수, 증류수, HBSS, thymol 용액을 이용한 치아보
관방법은 25일 침적 후, 법랑질 표면의 미세경도를 유의
하게 감소시키는 것으로 나타났다.
  결론적으로, 발거된 치아의 보관을 위해서는 70% 
ethanol을 사용하여 세척과 소독을 시행한 뒤, −20oC 하
에서의 냉동보관이 치아의 물성을 보존하는 가장 적합
한 방법으로 사료되었다. 
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